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摘 要 用 去 拆 剂 Triton X-100 从 大 豆 叶 绿 体制 备 出 具 放 氧 活性 的 光 系 统 生 颗粒 。 放 氧 活性 达 
208 pmol Oz mg-1 Chl. hr-1， 以 吸 氧 表示 的 PSI 活 性 以 及 低温 荧光 发 射 中 代表 光 系 统 [的 Fys5 均 比 叶 绿 
体 明显 下 降 。 光 诱导 了 Pyoo 吸收 变化 很 准 检测 出 来 ， 用 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 几乎 分 离 不 出 属 光 系统 了 
的 叶绿素 蛋白 质 复合 物 带 来 。 代 表 光 系统 卫 活 性 的 DCIP 光 还 原 活性 很 高 。 颗 粒 的 Cht a/b 值 为 1.9。 以 上 
结果 表明 这 颗粒 十 分 富 含 光 系统 耳 和 放 氧 系统 ， 其 光 系 统 工 含量 是 可 以 忽略 的 。 

在 文中 也 叙 及 从 藻 菜 和 葛 麻 叶绿体 得 到 的 相似 颗粒 的 一 些 光合 特性 。 


在 绿色 植物 中 进行 的 光合 作用 的 光 反 应 是 由 两 个 光 系 统 加 上 天 线 色素 完成 的 。 多 年 
来 ， 人 们 用 各 种 方法 进行 了 两 个 光 系统 反应 中 心 的 分 离 提 取 工 作 ， 分 别 得 到 了 富 含 其 中 
某 一 光 系 统 的 颗粒 。 但 是 ， 直 到 九 年 前 所 得 到 的 光 系 统 工 颗粒 都 不 具有 光 下 放 氧 这 一 光 
系统 工 的 重要 属性 , 而 光合 氧化 水 产生 分 子 氧 的 反应 是 地 球 上 最 重要 的 光化学 反应 之 一 。 

Stewart 5 Bendall¢ 137946 \ Sift 44M Phormidium Ilaminosum 成 功 地 制备 出 具有 
高 放 氧 活性 的 光 系 统 工 颗粒 。 接 着 有 人 从 绿 东 『, 特别 是 1981 年 以 来 Yamamoto 4 A623, 
Berthold4 A633, Kuwabara Murata5C43 用 不 同步 又 从 高 等 植物 菠菜 得 到 相似 特性 的 
颗粒 。 这 为 进一步 研究 光合 放 氧 机 理 提 供 了 极 有 利 的 条 件 。 我 们 用 大 豆 制备 出 比 菠菜 更 
纯 的 具 放 氧 活性 的 PSI 颗粒 ,并 对 其 基本 光合 特性 进行 了 研究 。 


mR 和 方法 


1, 植 物 材 料 ， 大 豆 (Glycine max L.) ABR (Ricinus communis L.) HiH H 
均 采 自 本 所 实验 地 。 菠 菜 购 自 市 场 。 





本 文 于 1984 年 5 月 24 日 收 到 。 

+ 文中 缩写 : ASC: 抗坏血酸 ; B.S.A: 牛 血清 蛋白 ; Chl: 叶 绿 素 ; DCIP: 2,6- 二 氮 栈 靛 酚 ; DCMU: 二 毛茶 
ZĦĘRÆR:; DMBQ:2,5-— eT; DPC: RMR: F6s5、F695、F7ss 分 别 代表 液 所 温度 下 685、695 和 735nm 
处 的 相对 荧光 强度 ; FeCy: 敲 铁 氰 化 物 ; HEPES:N- 2-382. R-N’-2-Z. Bi; MES: 2- (N-W RE) Z 
HRR: MV: FER: P7yoo: 光 系统 工 反应 中 心 叶 绿 素 ; PAGE: 聚 丙烯 酉 胺 凝 胶 电 泳 ; PSI: “RAI; PST: 
MARAT; SDS: 十 二 烷 基 硫酸 钠 ; Tricine: 三 - GARR) PRHAM; Tris: 三 - GPR) 氨基 甲烷 。 

本 工作 和 承 汤 佩 松 教授 关怀 ， 李 崇 慈 教授 热情 协助 ， 光 合 仪器 室 张 国 狠 、 玉 淑 芝 、 张 群 、 汉 丽 洁 同志 协助 ， 特此 
致谢 。 
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2. 放 和 氧 PSI 颗粒 的 制备 ， 基 本 参照 Berthold 等 人 53s3 的 步骤 进行 。 制 备 得 叶绿体 后 
使 色素 浓度 成 1.5mg chl/ml， 并 按照 Triton X-100: Chl=20: 1 的 比例 加 入 Triton X- 
100。 在 0 一 4*C、pH6.7 下 保温 15 一 20 分 钟 〈 视 植物 材料 而 异 ) Ja, ABERTA 
(20mM HEPES pH 6.7, 10mM NaCl, 5mM MgCl,) pf% 5 —10f%#. 710000 xg 
离心 5 分钟， 弃 去 沉淀 ， 上 清 液 于 40000 xg 离心 30 分 钟 ， 所 得 沉淀 即 为 具 放 氧 活性 的 
PSI 颗粒 。 

3.。 放 氧 吸 氧 活性 的 测定 ， 放 氧 活性 和 用 吸 氧 指示 的 PSI 活性 用 Clark 氧 电极 测定 。 
测 放 氧 的 介质 为 ，300mM 芒 糖 、10mM NaCl, 0.05%B.S.A, 2.5mM Tricine (pH7 
以 上 用 ) 或 25mM MES (pH 7 以 下 用 ) ， 以 0.5mM 2, 5- 二 甲 基 茶 醒 (DMBQ) 和 3.5 
mM FeCy 作 为 电子 受 体 。 吸 氧 反 应 介质 含有 65uM DCIP、2.5mM ASC, 100 pM 
MV, 20mM Tris (pH7.8),20mM NaCl, 3mM MgCl,、 100kM NaNs 和 10 pM 
DCMU, 

4.Pioo 含 量 、DCIP 光 还 原 活性 和 低温 荧光 发 射 光谱 测定 见 赵 福 洪 等 人 552 文 。 

5.SDS- 聚 丙烯 栈 胶 凝 胶 电 泳 按 储 钟 稀 等 人 565 的 方法 。 





结果 与 讨论 


1.PSI 颗粒 的 放 氧 特性 及 PS I 活性 


我 们 以 大 豆 为 材料 制备 的 具 放 和 氧 活 
性 的 PSI 颗粒 ， 放 氧 活 性 达 208& mol 
O, mg`!Chl » hr-1。DCMU 可 完全 M 
制 其 放 氧 ， 表明 该 放 氧 完全 与 PSI 有 
关 。 5 mM NH4CI 无 明显 的 解 偶 联 效 
应 。 从 图 1 可 以 看 出 测定 时 颗粒 放 氧 活 
性 的 最 适 pH 值 为 6 左右。 甚至 到 pH 5 
其 活性 仍 可 保留 最 高 活性 的 80%, 在 pH 
7 以 上 ， 其 活性 明显 降低 ， 而 到 pH8.0 
时 活性 只 有 最 高 活性 的 20%。 但 大 豆 叶 
绿 体 最 适 pH 值 为 7.0 一 7.5， 在 pH 5 的 


放 氧 活性 (a) 


相对 最 高 








5.0 “3 6.0 A “7.0 ares 3.0 活性 不 到 最 高 活性 的 50%。 以 上 结果 表 
图 1。 不 同 pH 值 对 大 豆 PS 颗粒 放 氧 活性 的 影响 明 ， 这 颗粒 的 放 氧 活性 最 适 pH 值 较 叶 


绿 体 为 低 ， 已 经 知道 放 氧 酶 系统 在 pH 

值 高 时 活性 将 受到 钝 化 , 放 氧 酶 系统 是 位 于 襄 状 体 膜 内 侧 的 。 看 来 有 可 能 在 这 种 PSI 颗 

粒 中 囊 状 体 膜 内 侧 与 外 侧 之 间 是 相通 的 ， 这 样 介质 的 pH 值 就 将 直接 地 影响 到 放 氧 酶 系 
统 的 活性 。 因 此 对 于 这 种 PSI 颗粒 的 放 氧 活性 ， 最 适 pH 值 较 叶 绿 体 为 低 。 

我 们 进一步 测定 了 代表 PS 活性 的 DCIP 光 还 原 活性 。 车 以 DPC 为 电子 供 体 时 ， 大 

豆 叶 绿 体 的 DCIP 光 还 原 速率 为 95umol 。mg-1Chl。hr-!1, KBPS I 颗粒 约 为 104Rmol 。 

mg-1 Chl» hr-1。 这 表明 在 人 工 电 子供 体 的 存在 下 ，PSI 颗粒 的 活性 比 叶绿体 高 。 但 
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Po 工 颗 粒 的 放 氧 活性 只 有 时 绿 体 的 60 一 75% 左 右 。 看 来 制备 过 程 中 特别 是 Triton 处 理 
对 放 氧 酶 系统 比 对 PSI 反应 中 心 影响 更 大 。 要 进一步 提高 颗粒 放 氧 活性 ， 需 设法 减 小 
Triton 对 放 氧 酶 系统 的 钝 化 。 

以 甲 基 紫 精光 还 原 吸 氧 天 示 的 PS I 活性 在 颗粒 中 大 大 降低 ， 从 表 1 可 以 看 出 ， 该 
活性 约 上 只 有 大 豆 叶 绿 体 的 7 %。 知 以 放 氧 活性 与 吸 氧 活性 之 比 来 表示 PST 活性 与 PS I 
活性 的 相对 值 ， 大 豆 P5 工 颗粒 为 6.0， 与 大 豆 叶 绿 体 的 0.6 相 比 , 这 比值 提高 了 约 9 He. 
这 就 是 说 ， 此 颗粒 的 PS 工 活性 很 低 。 该 比值 与 菠菜 Po I 工 晒 粒 的 比值 (3.9) 相 比 是 明显 
地 高 ， 就 吸 氧 活性 的 绝对 值 来 说 ， 大 豆 P5 工 颗粒 也 比 菠菜 的 低 。 这 表明 大 豆 PST 颗粒 
比 落 沫 的 颗粒 具有 更 少 的 P5 工 活 性 ， 纯 度 比 菠菜 的 颗粒 高 。 





RI 大 豆 叶 绿 体 和 大 豆 、 菠 菜 和 艾 麻 PS 工 颗粒 的 放 氧 、 豚 氧 活 性 


WG FO 205 PE 吸 02 活 性 
thd A 性 pmol Oz mgo! Chl ehr-1i u mol Og mg@! Chl + hrat A/B 
z (A) (A) 
~~ 
大 豆 吓 绿 体 328 513 0.6 
KEEPS TW 208 35 6.0 
VESEPS T WUE: 303 77 3.9 
TERPS I BOR: 428 148 2.9 


我 们 进一步 测定 了 光 诱 时 Pvoo 吸 收 变 化 。 在 大 豆 PS TBR LPRA EEP a0 
吸收 变化 ， 它 的 Pyoe/Chl 值 约 为 113600。 而 大 豆 叶 绿 体 的 相应 值 约 为 11530。 这 也 进 一 
步 证 明 大 豆 PS IT 颗粒 的 光 系 统 I 含量 是 很 低 的 。 

我 们 以 昔 呆 叶片 为 材料 也 得 到 了 具有 高 放 氧 活性 的 P3I 频 粒 。 其 活性 可 达 400k 
mol。mg :Chl，。hr 以上。 但 其 吸 氧 活性 比 菠 菜 、 大 豆 的 都 高 ， 约 为 150 pmole mg! 
Chl e hr 。 在 我 们 同样 制备 条 件 下 ， 与 菠菜 相 比 ， 大 豆 的 光 系 统 工 易于 去 除 ， 所 得 的 
Ps 工 频 粒 纯度 高 ， 几 乎 不 含 P? 1s BERRI PS 工 颗 粒 放 氧 活性 最 珊 ， (AWE RS Ie, 看 来 
不 同 植物 的 Ps 工 、Fs 工 和 摘 光 色素 相互 之 疝 的 连接 是 有 差异 的 。 


2. 低 温 痰 光 发 射 光谱 


叶绿体 的 叶绿素 a 在 液 氮 温度 C- 196°C) 下 呈现 三 种 不 同 的 荧光 发 射 。 现 一 般 认 
为 ，685nm 附 近 的 发 射 来 源 于 Ps 下 的 捕 光 复合 物 ，695nm 附 近 的 发 射 来 源 于 PST 反 应 中 
心 - 天 线 人 复合 物 ，730 一 74002m 的 发 射 来 源 于 PS 工 反 应 中 心 - 天 线 复 合 物 C7、.8、93 。 我 们 对 
Ee Bi aut Y KE RAR A EG VE PS TROBE NYY IR EG ZOE, 结果 示 于 图 2 和 表 
2。 从 图 2 可 以 看 到 ， 代 类 光 系 统 工 的 ss 在 PS5 卫 颗粒 中 胃 显 地 降低 了 。 从 表 2 可 以 
看 到 ， 时 绿 体 的 Fess/Pyss 和 Tess/Pyss 比 值 分 章 为 1.65 和 1.08， 而 PS I WRA NE IA 
分 别提 高 到 6.9 和 4.2， 这 充分 说明 了 这 种 颗粒 的 PS 特性。 与 淡 菜 的 PSI 颗粒 的 低温 
PHIL CGE 3) 相 比 可 以 看 到 ， 大 豆 颗 粒 的 FEyss 比 菠菜 的 明显 的 旗 。 这 又 证 R E 
PS TOURER aR EPS T EA ESE, 

我 们 还 注意 到 6ss/Fess 比 值 在 PS 颗粒 中 有 所 提高 。 在 菠 沫 的 PS 工蜂 粒 中 这 点 
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相对 荧光 产 率 


相对 荧光 产 案 (任意 单位 } 
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图 2。 大 豆 叶 绿 体 (a) MARAPI M (D 的 低温 图 3。 菠菜 叶绿体 (a) 和 放 氧 PS 工 颗粒 (b) 的 低 
(-196C) 荧光 发 射 光 谱 温 (1980) 荧光 发 射 光 谱 


表 2 “大豆 叶绿体 和 放 氧 PS 工 颗 粒 的 低温 (-1960) 荧光 发 射 特性 





= 
Pii 值 Fess/Fr35 Feos/Fr3s Fegs/Fegs 

叶绿体 1.65 1.08 1.54 

PS TR 6.9 4.2 1.67 





EHRE. Fess HHPSTMHUER, Feos 是 由 PSI 反应 中 心 - 天 线 复 合 物 发 出 的 。 D 
粒 中 Fess 变 小 ， 是 否 是 由 于 Triton 引 起 了 颗粒 中 PS 工 反 应 中 心 或 其 与 它 的 天 线 色 素 结 
构 或 构 型 有 所 改变 的 缘故 。 

“PST 颗粒 加 5 mM MgCl: 时 ， 我 们 看 到 Fess 相 对 提高 。 在 大 豆 PST 颗粒 中 已 基 
本 不 含 PS I ， 因 此 在 这 种 情况 下 ，Fess 的 升 高 应 当 不 是 激发 能 在 两 个 光 系统 间 的 分 配 
有 利于 PSI 而 不 利于 PS I 的 结果 。 在 这 种 颗粒 中 MgCl, 能 促使 捕 光 色素 向 PSI 传递 激 
发 能 。 


3.PSI 颗粒 的 叶绿素 蛋白 质 复合 物 


PS 颗粒 富 含 Chlb。 大 豆 时 绿 体 的 Chla/b 值 为 3.0， 而 PSI 颗粒 的 相应 值 为 1.9。 我 
们 用 SDS- 隧 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 进一步 分 析 了 大 豆 颗 粒 的 叶绿素 蛋 和 白质 复 合 物 。 如 图 4 
Mat, 属 光 系 统 的 叶绿素 蛋白 质 复合 物 带 工 在 颗粒 中 几乎 看 不 出 来 , 而 属于 捕 光 叶绿素 
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蛋白 质 复 合 物 的 带 工 和 光 系 统 工 的 叶绿素 蛋 
白质 复合 物 带 了 都 设 有 减少 。 这 表明 PST 
颗粒 中 光 系 统 工 活性 低 并 不 是 因为 制备 过 程 
中 Triton 处 理 损伤 了 光 系 统 I 反应 中 心 活 
性 ， 而 是 因为 叶绿体 中 的 光 系 统 I 大 部 分 被 
除去 的 结果 ， 光 系统 I 及 其 天 线 色 素 主 要 是 
由 叶绿素 a 组 成 的 ， 因 此 PS 颗粒 的 Chl a 
/b 值 就 低 些 。 

从 上 述 结果 可 以 看 到 ， 我 们 所 制备 的 大 
APS I 颗粒 是 一 种 富 合 PSI 和 捕 光 叶 绿 素 、 





HEPSI 极 少 的 颗粒 。 它 的 Py oo 含量 及 PSI 

活性 都 大 大 低 于 叶绿体 ， 但 仍 具 有 高 放 氧 活 oo ee 

性 和 PS 工 光化学 活性 ， 它 是 一 种 较 纯 的 具 | 
e 人 


C43 


图 4。 ABWEPS TM (a) 和 叶绿体 (b) 的 
SDS—PAGE#: 
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THE CHARACTERISTICS OF OXYGEN-EVOLVING PHOTOSYSTEM 
I PARTICLES FROM SOYBEAN 


Xu Chunhui, Zhao Fuhong, Wang Kebin, Chu Zhongxi, Mao 
Dazhang and Dai Yunling 


(Laboratory of Photosynthesis, Institute of Botany, Academia Sinica) 


Abstract Oxygen-evolving PSII particles were prepared from soybean 
chloroplasts wiht detergent Triton X-100. The oxygen evolution activities rea- 
ched 208 pmol O, mg7'chl+ hr~!, PSI-dependent O, uptake and fluorescence 
emission peak F735 which contributed to PSI were decreased obviously. Light- 
induced P700 signal was hardly detected and we can't isolate any chlorophyll- 
protein complex band belonging to PSI using SDS-PAGE. The DCIP photore- 
duction activity was high, The Chi a/b ratio of the particles was about 1.9. 
The results cited above show that the soybean particles were enriched in PSII 
and oxygen-evolving system and its PSI content is neglectable. 

Some photosynthetic characteristics of similar particles from spinach and 


castorbean chloroplasts were also showed. 


